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RESUMO GERAL

Ao longo das décadas varios estudos moleculares e fisiologicos ja& demonstraram que as
respostas ao déficit hidrico dependem de uma rede integrada de regulacéo, que envolve todos
0s aspectos das plantas. Essas repostas vegetais variam de acordo com a severidade do estresse,
do gendtipo e da fase de desenvolvimento da planta e ajudam a reduzir os efeitos deletérios da
falta de 4gua e conferir tolerancia a esta condicdo. Como estas diferencas podem ser detectadas
em espécies proximas, este trabalho teve como objetivo obter uma visdo multidisciplinar das
respostas geradas por dois clones de eucalipto em condi¢6es de baixa disponibilidade de agua,
com enfoque nos mecanismos transcricionais, bioquimicos e fisiologicos ativados nessa
situacdo. Os clones analisados foram VMO1 (Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) e VMO05
(E. urophylla), selecionados por apresentam respostas contrastantes sob déficit hidrico.
ComparacGes em nivel transcricional, com dados de RNA-seq, revelaram genes
diferencialmente expressos e fatores de transcricdo responsivos ao déficit hidrico nos dois
materiais genéticos analisados. A expressao relativa de genes envolvidos na biossintese,
transporte e degradacédo de acido abscisico (ABA) foi modulada em resposta aos tratamentos
impostos, principalmente em raizes e tecidos vasculares. Padrdo semelhante foi detectado em
rotas do metabolismo de carbono, onde a atividade de enzimas especificas foi alterada em
situacOes de estresse severo, com diferenca entre os clones VMO01 e VMO05. Estudos mais
especificos de genes das familias NCED, DREB e MET, associadas a regulacéo sob déficit
hidrico em diversas espécies, revelaram que existem varios genes em eucalipto com potencial
de uso em estudos futuros sobre escassez de agua. Analises da expressdo génica, via RT-gPCR,
de genes destas familias revelaram que os clones adotam estratégias diferentes para sobreviver
em condic¢des limitantes, sendo que o VMO5 parece estar sob controle de modificacbes
epigenéticas. Para ajudar a elucidar esta ideia, metabolitos sinalizadores do déficit hidrico foram
quantificados em tecidos foliares dos dois clones. Diferencas foram detectadas no metabolismo
de carboidratos (amido, acUcares redutores e sacarose) e no conteudo de ABA, sugerindo que
o clone VMO1 apresenta respostas mais rapidas de defesa a reducdo de agua, fato que reflete
em uma maior tolerdncia destas plantas ao déficit hidrico. De maneira geral, as analises
integradas e comparativas desses clones permitiram um maior entendimento do mecanismo
regulatério do déficit hidrico em eucalipto, com a geracdo de dados que garantem estudos
futuros e auxiliam os programas de melhoramento genético na selecdo de genoétipos tolerantes
ao estresse.

Palavras-chave: Transcriptoma. Metabolismo. Déficit hidrico.



ABSTRACT

Over the decades, several molecular and physiological studies have shown that responses to
water deficit depend on an integrated regulatory network, which involves all aspects of plants.
These plant responses vary according to the severity of the plant's stress, genotype and
developmental phase and help to reduce the deleterious effects of lack of water and confer
tolerance to this condition. As these differences can be detected in nearby species, this work
aimed to obtain a multidisciplinary view of the responses generated by two eucalyptus clones
under conditions of low water availability, focusing on the transcriptional, biochemical and
physiological mechanisms activated in this situation. The clones analyzed were VMOl
(Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) and VMO5 (E. urophylla), selected by presenting
contrasting responses under water deficit. Comparisons at the transcriptional level with RNA-
seq data revealed differentially expressed genes and transcriptional factors responsive to water
deficit in the two genetic materials analyzed. The relative expression of genes involved in
biosynthesis, transport and degradation of abscisic acid (ABA) was modulated in response to
the treatments imposed, mainly in vascular roots and tissues. Similar pattern was detected in
routes of carbon metabolism, where the activity of specific enzymes was altered in situations
of severe stress, with difference between clones VMO01 and VMO05. More specific studies of
genes from the NCED, DREB and MET families, associated with regulation of water deficit in
several species, revealed that there are several genes in eucalyptus with potential use in future
studies on water scarcity. Gene expression analysis by RT-gPCR of genes from these families
revealed that clones adopt different strategies to survive under limiting conditions, and VMO05
appears to be under control of epigenetic modifications. To help elucidate this idea, water deficit
signaling metabolites were quantified in leaf tissues of the two clones. Differences were
detected in the metabolism of carbohydrates (starch, reducing sugars and sucrose) and ABA
content, suggesting that clone VMO1 presents faster defense responses to water reduction, a fact
that reflects in a higher tolerance of these plants to the water deficit. In general, the integrated
and comparative analyzes of these clones allowed for a better understanding of the regulatory
mechanism of water deficit in eucalyptus, with the generation of data that guarantee future
studies and help the breeding programs in the selection of genotypes tolerant to stress.

Keywords: Transcriptome. Metabolism. Water deficit.
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1 INTRODUCAO GERAL

No setor produtivo, a agua é o principal fator ambiental que limita o desenvolvimento
das plantas. No atual cenario das mudancas climaticas, reducGes na frequéncia de precipitacdo
e a ocorréncia de secas severas estdo entre os principais problemas do setor produtivo, tanto
agricola quanto florestal (FANG; XIONG, 2015). Eventos de escassez de &gua ja geraram
perdas de mais de 70% das plantacfes comerciais pelo mundo nos Gltimos 10 anos e tendem a
ser ainda maiores, dada a necessidade de expansdo das areas produtivas para regibes com
restricdes hidricas severas (FAO, 2016; OECD, 2019). Globalmente, 80% das areas de cultivo
estdo em areas de sequeiro (ZARGAR et al., 2017); no Brasil, mais de 60% dessas areas estao
em regides sujeitas a algum grau de déficit hidrico (CEMADEN, 2018).

No setor florestal brasileiro, o eucalipto é a espécie que sera mais afetada pela restri¢do
hidrica, uma vez que é a arvore mais plantada no pais (IBA, 2019). As espécies do género
Eucalyptus sdo plantas lenhosas tropicais/subtropicais pertencentes a familia Myrtaceae (YAN
et al., 2019). Ao todo, sdo mais de 700 espécies e hibridos naturais conhecidos, capazes de
fornecerem matéria-prima e produtos para a construcao civil, para os setores industriais e para
as industrias quimica e farmacéutica (DOBROWOLSKA et al., 2017). No Brasil, a maioria das
plantagBes comerciais deriva de hibridos e clones melhorados, fato que garante ao pais ser
destaque produtivo a nivel mundial (PICHELLI; SOARES, 2019). Entretanto, informacGes
sobre quais mecanismos fisiol6gicos e genéticos cada um deles apresenta frente as adversidades
ambientais ainda sdo escassos. O conhecimento desses parametros é essencial para a
sustentabilidade dos novos plantios, uma vez que a expansdo das florestas plantadas é em
direcdo a regides mais secas (HODECKER et al., 2018).

Para superar ou reduzir as consequéncias da escassez de agua € importante que 0s
gendtipos recomendados para cultivo sejam tolerantes a essa condicdo, a fim de maximizar a
produtividade e minimizar as perdas (WU et al., 2017). Experimentos com espécies diferentes
de eucalipto em regime hidrico reduzido ja demonstraram que as respostas a esta condicao
variam muito durante o periodo sem agua (BERENGUER et al, 2018; SILVA et al., 2016;
SOUZA et al., 2016). Para sobreviver em tais condicdes, as plantas desenvolveram uma rede
complexa de estratégias adaptativas, que vao desde a percepcao do sinal até a ativacao de rotas
especificas de resposta e envolvem habilidades genéticas, bioquimicas e fisiologicas (JAIN et
al., 2019; KAUR; ASTHIR, 2017). A elucidagéo dessas respostas € de extrema importancia
pois permite entender como é o mecanismo de tolerancia ao estresse desenvolvido por algumas
espécies (AKPINAR; BUDAK; STUART, 2013).
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Existem vérios tipos de respostas conhecidas ao déficit hidrico, que em termos
fisiologicos, refere-se a situacdo em que a quantidade de agua disponivel no solo as plantas é
menor do que a quantidade necessdria para a expressdo do seu potencial fisioldgico
(BERGAMASCHI, 1992). Nesse ponto, a transpiracdo da planta passa a ser afetada (TAIZ et
al., 2017). O déficit hidrico leva a inducdo de genes de protecdo celular e os produtos
codificados por esses genes podem promover respostas que variam desde a percepgdo do
estresse até a ativacao de rotas adaptativas (SEKI et al., 2003). Outras caracteristicas também
sdo alteradas, como anatomia da raiz e das folhas, ajuste osmotico, potencial hidrico, contetdo
de &cido abscisico (ABA) e estabilidade da membrana celular (FILKELSTEIN, 2013;
HAMAKRISHNA; GILL, 2018; VALDES et al., 2013; ZARGAR et al., 2017).

Entre as respostas moleculares ao déficit hidrico, estdo a ativacao de vias de sinalizacéo
e fatores de transcricdo responsivos ao estresse e a inducdo da expressdo de genes que
participam de rotas de defesa, como biossintese de ABA e osmoprotetores e enzimas
antioxidantes (ESTRADA-MELO et al., 2015; KIM; KANG; KIM, 2004; SAH; REDDY; LI,
2016; ZHU et al., 2016). A identificacdo dessas alteracGes podem ser feitas vias analises do
transcriptoma ou das varia¢fes na expressdo génica e permitem a identificacdo de novos genes
envolvidos na resposta ao déficit hidrico ou a validagdo de genes ja conhecidos na espécie de
interesse (MARCOLINO-GOMES et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; SEKI et al., 2003).

Entre as resposta fisioldgicas, 0 metabolismo de carboidratos e a concentracdo de ABA
estdo dentre os pontos mais afetados pelo déficit hidrico. Alteracbes na dinamica de
carboidratos séo reflexo direto das reducdes na taxa de assimilacdo de carbono pela fotossintese
(PINHEIRO; CHAVES, 2011). Como consequéncia da baixa disponibilidade de agua, as
plantas podem armazenar carbono na forma de amido ou degrada-lo em agucares soluveis,
dependendo da severidade e duracdo do estresse e da espécie vegetal (THALMANN;
SANTELIA, 2017). Os acUcares, além de servirem como fonte de energia metabodlica, sdo
importantes também para a regulacdo osmotica celular, a manutencéo do transporte no floema
e a sinalizacdo dos eventos de estresse (HASIDEBER et al., 2015; SAVAGE et al., 2016). O
ABA também regula as respostas ao déficit hidrico. Este fitormbnio é considerado um
sinalizador do estresse, responsavel pelos eventos que levam ao fechamento estomatico e a
inducdo de genes e fatores de transcri¢do responsivos a perda de agua (CUTLER et al., 2010).

Enquanto a maioria das plantas sdo sensiveis a desidratacdo e sofrem danos severos sob
déficit hidrico, outras plantas apresentam adaptacfes que garantem sua sobrevivéncia em

ambientes limitantes. Como estas plantas apresentam mudancas especificas na expressao génica
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e no metabolismo em condigdes de estresse, formulou-se a hipdtese de que essas diferengas
também sdo detectaveis em plantas da mesma familia.

Para testar esta hipotese, dois clones contrastantes de eucalipto foram estudados, o clone
VMO1 (Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis) e o clone VMO5 (E. urophylla). O objetivo
geral foi avaliar propriedades metabolicas e moleculares, reconhecidas como importantes para
a tolerancia ao déficit hidrico, e elucidar os mecanismos que atuam nas condicfes de baixa
disponibilidade hidrica para esses dois materiais genéticos. Com isso espera-se obter respostas
que auxiliem na selecdo de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico, via interacdo de fatores

genéticos e fisiologicos.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1  Eucalipto
2.1.1 Importancia econémica

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e engloba aproximadamente 700
espécies arboreas, divididas entre subespécies, variedades e hibridos naturais
(GRATTAPAGLIA; KISRT, 2008). A maioria das espécies tem origem na Australia, mas
atualmente ja foram introduzidas em diversos paises do mundo e sdo encontradas em todas as
regides tropicais e subtropicais (GONCALVES et al., 2013). O vasto cultivo é possivel devido
ao seu rapido crescimento e ampla adaptabilidade as condi¢Ges ambientais e aos tipos de solo,
além do elevado interesse em pesquisas e melhoramento, dada a importancia comercial das
espécies, que produzem muita biomassa e apresentam maultiplos usos da madeira, além da sua
facilidade de hibridacdo (CORREDOIRA et al., 2015; GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008).

As espécies de eucalipto fornecem matéria-prima para as industrias de combustivel e
papel, para setores da construcdo civil, para confecgdo de painéis de madeira e pisos laminados
e para producéo de carvao vegetal (DOBROWOLSKA et al., 2017). A grande diversidade das
espécies contribui para suprir a demanda por produtos e arvores de reflorestamento, em um
cenario global de reducdo das florestas nativas disponiveis, garantindo assim o
desenvolvimento de uma economia de baixo carbono (IBA, 2018b). O aumento demografico,
0 crescimento econdmico e a expansdo das politicas de bioenergia também contribuem para a
constante busca do sucesso das plantagcbes comerciais (HODECKER et al., 2018; LELU-
WALTER et al., 2018). Além disso, as florestas plantadas de eucalipto contribuem para a

conservacao da biodiversidade, preservacdo do solo, ciclagem de nutrientes, regulacdo dos
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recursos hidricos, reducdo da concentracdo dos gases de efeito estufa, polinizacao e controle do
clima (BERTOLA, 2013; IBA, 2018a).

A industria brasileira de arvores plantadas é reconhecida internacionalmente pela alta
produtividade, manejo sustentavel e sustentabilidade da cadeia produtiva. Em 2017, a
silvicultura brasileira foi responsavel pela producdo de 35,7 md/ha/ano de eucalipto,
distribuidos em 7,84 milhdes de hectares de arvores plantadas — valor equivalente a 6,1% do
PIB industrial do pais —, além de 5,8 milhdes de hectares destinados as areas de restauracédo e
preservacdo. Os principais estados produtores sao Minas Gerais, com 24% do plantio, Sdo Paulo
(17%) e Mato Grosso do Sul (15%). Os numeros sdo ainda mais impressionantes quando
comparados com a segunda espécie florestal mais plantada no Brasil, o Pinus spp., que tem
uma area de producdo 12x menor que o eucalipto. Além disso, foram gerados R$ 11,4 bilhdes
em tributos, US$ 10,7 milhGes em exportacdo, mais de 500 mil empregos diretos e subprodutos
com potencial para serem usados nas industrias farmacéutica, quimica, cosmética, téxtil e
aeronautica (IBA, 2019).

Em parametros mundiais, a area de florestas plantadas ocupa aproximadamente 300
milhGes de hectares em todo o planeta (FAO, 2016), mas até 2050 serdo necessarios 250
milhdes de hectares a mais de area de producdo, com incremento nos rendimentos por hectare,
para acompanhar o aumento da populacdo e a crescente demanda por produtos florestais e
bioenergia (DOBROWOLSKA et al., 2017; OECD, 2019). Esses fatores incentivam a expanséo
das florestas plantadas para areas com restricdes hidricas mais severas (HODECKER et al.,
2018). Diversas espécies e hibridos apresentam potencial para atingir os objetivos de producéo,
entre eles a espécie Eucalyptus globulus, amplamente cultivada pelo mundo, devido a
versatilidade, boa qualidade de fibra e rapido crescimento (PATT et al., 2006); a espécie E.
grandis, importante em varios setores florestais e que apresenta alta plasticidade genética
(MYBURG et al., 2014); o hibrido E. urophylla x E. grandis, que produz madeira de alta
qualidade para celulose, papel, madeira e energia, possui boa capacidade de enraizamento e
resisténcia a doencas (OUYANG et al., 2012); e o hibrido E. camaldulensis x E. urophylla, que
tem boa qualidade da madeira e maior tolerancia a seca, quando comparado com outras espécies
do género (MARTINS et al., 2018).

O grande nimero de espécies melhoradas nos plantios atuais de eucalipto é devido aos
investimentos continuos em pesquisas para 0 melhoramento genético, o que, aliado a praticas
de producdo e ao desenvolvimento das técnicas de clonagem, garantem a otimizag&o do uso das

areas de plantio (CIB, 2008). Pesquisas trabalham para a obtencdo de mais clones e hibridos
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que resultem em arvores mais resistentes a pragas e doencgas, com maior taxa de crescimento,

maior quantidade e qualidade de fibras e melhor adaptacéo a estresses abidticos.

2.1.2 Caracteristicas gendmicas e fisioldgicas

Eucalyptus é um género com plantas diploides com o conjunto haploide de 11
cromossomos (2n = 22), que apresenta homologia entre seus genes com as espécies da familia
Myrtaceae (GRATTAPAGLIA et al.,, 2012). Devido ao avango nas pesquisas no campo
gendmico e a publica¢do do genoma de E. grandis (MYBURG et al., 2014), espécies do género
passaram a ser cruciais no progresso de estudos genéticos dessa familia (GRATTAPAGLIA,
KIRST, 2008). Considerado um género modelo em estudos genémicos, o estudo de Eucalyptus
oferece principalmente suporte em outros estudos genéticos da mesma familia
(GRATTAPAGLIA et al., 2012).

Em termos fisiologicos, o eucalipto é classificado como planta Cs, ou seja, 0 primeiro
produto estadvel do processo de fixacdo de carbono na fotossintese € um composto de trés
carbonos. Em condicbes de estresse como baixa disponibilidade de agua e temperaturas
elevadas, seu metabolismo e afetado e sofre altera¢cbes em varios niveis, como por exemplo,
nas taxas de assimilacdo de CO>, o que reflete diretamente na sintese de carboidratos (TAIZ et
al., 2017). No eucalipto, essa sintese sofre regulacdo enzimatica, de acordo com a
disponibilidade de substrato. Isso faz com que variacdes na taxa fotossintética coordenem o
processo de sintese de carboidratos, o que reflete diretamente na exportagdo e armazenamento
temporario desses compostos nas folhas. Esta dindmica é influenciada também pelo genétipo e
fase de desenvolvimento da planta e pelas condi¢des do ambiente em que ele esta cultivada
(GRANDA; CAMARERO, 2017).

2.1.3 Consumo de agua e limitantes da producéo

Para garantir boas taxas de produtividade dos plantios de eucalipto, é necessario que 0s
fatores que limitam o seu crescimento e desenvolvimento sejam controlados (BECHTOLD;
FIELD, 2018). Dentre os fatores limitantes, como interferéncia de plantas daninhas
(FAUSTINO et al, 2017), temperaturas extremas (FERNANDEZ; TRONCOSO;
VAL.ENZUELA, 2015; NAVARRETE-CAMPOS et al., 2013), nutricdo mineral (BATTIE-
LACLAU etal., 2014), pragas (DIAS et al., 2018; JORDAN; POTTS; CLARKE, 2002; LOCH;
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MATSUKI, 2010) e doencas (DJEUGAP et al., 2018), a baixa disponibilidade de 4gua é o0 mais
agravante (BERENGUER et al., 2018; FENSHAM et al., 2015).

A agua é tida como o principal limitante da producdo pois estd envolvida em varias
funcBes vegetais, como estrutura, crescimento, transporte e metabolismo. Sem a quantidade
adequada de &gua, as celulas ndo conseguem manter a presséo de turgor, responsavel pelos
processos de expansao celular, abertura estomatica e transporte de foto assimilados pelo floema
(WU et al., 2017). Em tecidos lenhosos, essa reducao pode ser ainda mais agravante, uma vez
que o contetdo de dgua pode variar entre 35% e 75% (BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016).

Por ser uma espécie de crescimento rapido e que produz muita biomassa, o eucalipto
tem uma elevada taxa de consumo de 4gua para manter seu crescimento e seus incrementos em
madeira. Entretanto, em comparagdo com outras espécies, 0 eucalipto ndo consome mais agua
por unidade de biomassa produzida e até retém menos dgua que as matas nativas cujas arvores
tem copas maiores (ANDRADE, 2019; CIB, 2008). Os valores diarios de consumo de
agua/arvore variam entre 1,2 e 46,2 litros, de acordo com a espécie e a fase de desenvolvimento,
e as taxas de transpiracdo oscilam entre 0,2 e 7,7 mm/dia, dependendo do espacamento
(ANDRADE, 2019). Além disso, o eucalipto é muito eficiente no uso da agua: um litro de dgua
absorvido é capaz de produzir até 3 gramas de madeira (PICHELLI; SOARES, 2019). Em
épocas secas, a estratégia utilizado por essa arvore é reduzir o consumo de agua através da
queda de algumas folhas (FLORENCE, 2004).

A quantidade de agua requerida por cada espécie depende da fase de crescimento em
que ela se encontra e das condi¢cbes ambientais. Plantas proximas aos 3 anos de idade, periodo
de maior acimulo de biomassa, tém maior demanda de agua, que € suprida, quase que
exclusivamente, pelas chuvas, uma vez que as raizes ainda ndo atingiram camadas mais
profundas do solo (ANDRADE, 2019). Condicdes ambientais criticas, como baixas
temperaturas, seca e alagamento também alteram as necessidades hidricas, podendo causar
estagnacdo do crescimento ou mudancas no padrédo de formacédo do lenho (NAVARRETE-
CAMPOS et al., 2013; TAIZ et al., 2017).

Entre as espécies mais plantadas no Brasil, estdo: E. grandis, E. saligna, E. urophylla,
E. viminalis, E. dunnii e E. benthamii e hibridos de E. grandis x E. urophylla (PICHELLI,
SOARES, 2019). Cada uma dessas espécies tem caracteristicas especiais da madeira, séo
adaptadas a determinados climas e solos e tém requerimentos hidricos diferentes
(GONCALVES et al., 2013). Em regibes que sofrem com secas prolongadas, o plantio de E.
grandis x E. urophylla predomina, além de clones de dominio publico, como AEC 0144 (E.
urophylla), COP 1277 (E. grandis x E. camaldulensis) e VMO0l (E. urophylla x E.
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camaldulensis). Em contrapartida, E. grandis, uma das espécies mais plantadas no mundo, se
adapta melhor em solos imidos e bem drenados (BATTIE-LACLAU et al., 2014). A tolerancia
das espécies a perda de agua vai depender da habilidade do citoplasma de cada espécie em
tolerar a dessecacdo (BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016).

2.1.4 Clones VMO01 e VMO05

O hibrido VMOL1 (E. urophylla x E. camaldulensis) retne caracteristicas de interesse de
duas espeécies. E. urophylla é muito cultivada no Brasil devido ao seu répido desenvolvimento
e rendimento, além de ser uma espécie bem adaptada a regides de climas tropicais e subtropicais
umidos e produzir madeira resistente e versatil, ou seja, com potencial de uso como matéria-
prima para a producéo de papel, celulose, painéis e carvao (FARIA etal., 2013; MOURA, 2004;
SCANAVACA JUNIOR; GARCIA, 2003). E. camaldulensis destaca-se por ser uma espécie
gue se adapta em zonas edaficas, com bom desenvolvimento em regides de solos pobres e com
estacdes prolongadas de seca, produzindo uma madeira densa e tortuosa, com potencial de uso
para serraria, mourdes e carvao (REVISTA DA MADEIRA, 2003). A juncao de caracteristicas
das duas espécies, faz com que o hibrido E. urophylla x E. camaldulensis seja recomendado
para plantio em areas secas ou solos arenosos ou quando se deseja obter uma floresta energética,
com producdo de madeira para carvao e celulose; entretanto, apresenta reducdo na biomassa do
tronco em casos de seca severa (BM REFLORESTAMENTO, 2014; GONCALVES et al.,
2013; PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS, 2013).

VMO5 é um clone de E. urophylla, espécie que, apesar de ter uma boa produtividade,
ndo esta apta a produzir em situacGes de déficit hidrico severo ou onde ocorrem geadas. Seu
cultivo ainda é intenso, pois apresenta alta taxa de crescimento, resisténcia a ferrugem e boa
capacidade de regeneracdo por brotacdo, 0 que torna interessante seu uso em programas de
melhoramento genético, principalmente hibridacdo, e reflorestamento (PALUDZYSZYN
FILHO; SANTOS, 2013; REVISTA DA MADEIRA, 2003; SCANAVACA JUNIOR;
GARCIA, 2003).

Em relacdo as caracteristicas gerais, VMO01 € um clone que pode atingir entre 30 € 60 m
de altura, desenvolve raizes que podem atingir entre 1,5 e 2,5 m de profundidade no solo e tem
capacidade de incremento anual de 44 m3.hatl.ano? (SOUZA et al., 2017). VMO05 tem um
tronco predominantemente marrom, com copa aberta e folhas sem cerosidade e pode atingir até
50 m de altura nas regides nativas e mais de 2,5 m de raiz pivotante (FLORENCE, 2004,
MAPA, 2017). E comum que os hibridos apresentem maior plasticidade ambiental as ameacas
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bidticas e abidticas, entretanto eles diferem na geracdo de respostas ao estresse dentro do
mesmo género, indicando que existem estratégias diferentes de adaptacdo diferentes entre as
espéecies (BERENGUER et al., 2018; DASGUPTA; DHARANISHANTHI; 2017; FARIA et
al., 2013; FERNANDES; CAIRO; NOVAES, 2015).

2.2  Déficit hidrico
2.2.1 Impactos e projecoes futuras

Projecdes da OECD (2010) indicam que a populagdo mundial atingira mais de nove
bilhGes de pessoas até 2050, 0 que exigird uma intensificacdo no uso da terra através da
agricultura e pecuaria. Concomitante a isso, havera um maior crescimento industrial e
desenvolvimento das cidades, o que levara ao aumento das emissdes de gases de efeito estufa,
e um aumento das temperaturas médias, provocando ampliacdo na variabilidade das
caracteristicas climaticas de todo o planeta, onde secas prolongadas ocorrerdo com maior
frequéncia (OECD, 2019). A combinacdo desses fatores afetara diretamente a producédo
agricola, principalmente nos paises que sdo os maiores produtores mundiais, como Brasil,
Estados Unidos, China e india (FANG; XIONG, 2015; TORQUEBIAU, 2015). A seca ndo so
inflige pesadas perdas na producdo agricola, como também contribui para danos ecol6gicos,
desertificacdo da terra e erosdo do solo (IWMI, 2017). Todos esses fatores tornam a escassez
de 4gua um problema global de extrema urgéncia. E essencial que estratégias de mitigaco
sejam intensificadas, a fim de manter o equilibrio global de producéo.

Seca refere-se a um fenémeno meteoroldgico em que um periodo suficientemente longo
de escassez de agua resulta em lesdo e limitacdes absolutas aos processos fisiologicos nas
plantas (FANG; XIONG, 2015). Os prejuizos variam de acordo com o grau de intensidade da
seca (severa ou moderada), que pode ser avaliado observando os valores de potencial hidrico
em cada espécie e em cada situacdo (TAIZ et al., 2017). Esse termo é usado frequentemente
para exemplificar situacbes de déficit hidrico, uma vez que os conceitos sdo similares
(LAWLOR, 2012). Déficit hidrico é uma situagcdo em que a quantidade de agua disponivel no
solo as plantas € menor do que a quantidade necessaria para a expressdo do seu potencial
fisiologico (BERGAMASCHI, 1992). Essa condicéo faz parte de um conceito maior, o estresse
hidrico, que embora seja comumente utilizado para se referir a condicbes de baixa
disponibilidade hidrica, faz referéncia a qualquer estresse causado por quantidades inadequadas

de &gua, seja abaixo do ideal (desidratagdo) ou acima (alagamento).
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A baixa disponibilidade de agua pode ser consequéncia da escassez de &gua
propriamente dita, mas também pode advir de outros fatores ambientais, como temperaturas
elevadas, que aumentam a evapotranspiracao das plantas, temperaturas extremamente baixas,
que congelam a agua, e salinidade dos solos, que altera o equilibrio osmético (BOHNERT;
JENSEN, 1996; NAVARRETE-CAMPOS et al., 2013). No Brasil, eventos de seca ocorrem em
todas as regibes do pais (CEMADEN, 2018). Por estarem inter-relacionados, esses estresses
induzem a ativacdo de genes de vias de sinalizacdo e danos celulares semelhantes nas plantas.
Entretanto, algumas respostas metabdlicas e alguns genes sdo especificamente expressos em
cada situacdao de estresse ou na combinagédo de uma ou mais situagdes, formando uma complexa
rede de respostas (WU et al., 2017).

Todos 0s processos vegetais requerem agua em quantidades adequadas para manterem
o funcionamento celular correto. RestricGes nessas quantidades afetam varias reacdes
metabdlicas, o transporte de ions, a assimilacdo de nutrientes, o desenvolvimento, a
translocacéo de foto assimilados entre outros (ZARGAR et al., 2017). Em sistemas florestais,
é dificil prever as consequéncias especificas da reducdo da disponibilidade de 4gua e das demais
mudancas ambientais, pois as arvores apresentam respostas especificas da espécie a essas
condicBes (FAO, 2016). Além disso, poucos estudos examinaram o potencial de recuperagéo
pos-seca dessas espécies (FENSHAM et al., 2015).

Entre as modificacbes mais comuns em espéecies lenhosas sob estresse estdo as
alteracdes na parti¢do de foto assimilados e as modifica¢fes no crescimento secundario. Nessas
situacOes, a quebra dos carboidratos acumulados é ainda mais acentuada que em espécies
arbéreas, para garantir a alocacéo do carbono e a manutencao dos processos vitais das plantas
(RAMAKRISHNA; GILL, 2018). O lenho desenvolvido sob essas condigdes pode mostrar
aumento da densidade de vasos e paredes celulares que produzem mais lignina do que celulose,

o0 que melhora a funcéo de transporte e retencao de agua do xilema (TAIZ et al., 2017).

2.2.2 Estratégias de tolerancia ao déficit hidrico

Como as plantas sdo sésseis e ndo conseguem alterar a disponibilidade de agua no solo,
elas desenvolveram uma série de mecanismos para sobreviver ao estresse por déficit hidrico
(HE; HE; DING, 2018). Embora essenciais, a ativacdo dessas defesas, muitas vezes, ocorre as
custas de crescimento e produtividade, fator agravante para a agricultura (BECHTOLD;

FIELD, 2018). A diferenca entre as plantas, até entre espécies do mesmo género, sdo 0s tipos
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de mecanismos adaptativos e/ou de defesa adotados para lidar com o déficit hidrico e as formas
de recuperacdo ap6s uma situacao de estresse (BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016).

Estresses isolados ou interconectados levam a quebra da homeostase celular, causando
danos a membranas e proteinas e, consequentemente a ativacdo de respostas moleculares,
fisiologicas e/ou de desenvolvimento, devido a amplificacdo dos sinais pelas vias de transdugdo
(FRAIRE-VELAZQUEZ; BALDEIRAS-HERNANDEZ, 2013; NEPOMUCENO et al., 2011).
Tais respostas controlam a transcricdo e ativam diversos mecanismo de resposta, que podem
levar ao reestabelecimento da homeostase e ao reparo das estruturas danificadas, ou, em
situacdes de estresse severo ou quando a ativacao de respostas € insuficiente, podem levar a
destruicdo de proteinas, mudancas irreversiveis na conformacdo da membrana ou morte celular
(FANG; XIONG, 2015; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; WANG et al.,
2009). A existéncia de varios tipos de resposta pode estar relacionada com a severidade ou
duracdo do estresse e com a espécie, fato que amplia a capacidade de adaptacéo.

Durante a progressao do déficit hidrico, as plantas passam por diversas fases. A fase de
percepcao, ativada junto com a primeira perturbacdo nas condi¢des hidricas, € caracterizada
pela perda da estabilidade de proteinas e membranas, dando inicio as respostas ao estresse. Na
fase seguinte, de recuperacdo, comecam 0s processos de reparo celular, como sintese de
proteinas de reparo e osmoprotetores, 0 que culmina com a fase de tolerancia, onde o organismo
aumenta sua capacidade de suportar a situagdo estressante e passa a ser capaz de se manter com
baixos teores de agua nos tecidos, através de caracteristicas adaptativas. Por fim, quando os
processos celulares estdo estaveis sob estresse continuo e ndo ha uma situacdo de exaustéo, as
plantas entram na fase de adaptacéo ou aclimatizacdo (BASU et al., 2016; LAXA et al., 2019).
Quando o estresse cessa, a planta entra em uma fase de reestabelecimento, onde comeca a
remover e reciclar todos 0s mMRNAs, proteinas, substancias quimicas protetoras e compostos
desnecessarios gue se acumularam nas células durante o processo de aclimatacéo e pelo periodo
de estresse. Além disso, ocorrem mudancas no seu fluxo energético metabdlico, com a
reativacdo de certas atividades, como fotossintese, respiracdo e biossintese de lipideos (TAIZ
etal., 2017).

Em resposta ao déficit hidrico, as defesas podem ser derivadas de varios mecanismos,
envolvendo diversos niveis metabolicos: transcricional, molecular, celular, fisiologico e
fenologico (FIGURA 1). Isso porque existem varias vias de sinalizagdo celular, desde a
percepcdo do sinal até a expressao génica nos seus diferentes niveis (ZARGAR et al., 2017).
Comumente, as respostas fisioldgicas e fenotipicas incluem diminuicdo da conduténcia

estomatica, alteracGes na arquitetura da raiz e das folhas, ajuste osmdtico, reducdo da
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fotossintese, aumento do conteddo de ABA, producdo de espécies reativas de oxigénio,
alteracdo no metabolismo e acimulo de carboidratos e modificacBes na estabilidade da
membrana celular e no fluxo de ions (FANG; XIONG, 2015; KEMPA et al., 2008;
RAMAKRISHNA,; GILL, 2018; WANG et al., 2018b).

Figura 1 — Modelo para a rede de respostas das plantas ao déficit hidrico.
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Legenda: Em resposta ao déficit hidrico, as plantas desenvolvem mecanismos de tolerancia ao estresse
em Varios niveis metabdlicos, que por sua vez afetam processos vitais, como fotossintese, respiracéo,
translocacdo de nutrientes e biossintese de fitormonios. Essas respostas mobilizam diversos ions e
compostos, em diversos tecidos e compartimentos celulares.

Fonte: ZARGAR et al., 2017.

Como a tolerancia ao estresse ¢ uma rede complexa de respostas, o balango 6timo entre
crescimento/producdo de biomassa nao € alcangado apenas pelas variagGes fisiologicas, mas
pela combinacgdo das respostas em diferentes niveis, para equivaler a severidade dos danos que
o0 déficit hidrico pode causar, em longa duragdo. Outras alternativas incluem, alteragdes no
padrdo da expressdo génica e modificacOes epigenéticas; entretanto isso também ndo garante a
capacidade da planta em sobreviver ao estresse (BRAUTIGAM; CRONK, 2018; KINOSHITA,;
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SEKI, 2014; NEPOMUCENO et al., 2011; ZHANG; LANG, ZHU, 2018). A resposta a seca
pode envolver também modificacbes em vias enddgenas, alterando o padrdo de fatores de
transcricdo (ABDEEN; SCHNELL; MIKI, 2010; WANG et al., 2018a).

A compreensdo, em nivel molecular, das diversas respostas de defesa aos estresses pode
ser alcangada com o sequenciamento do genoma ou transcriptoma das espécies e a compreensao
da funcdo de um gene especifico e da sua interagdo com outros genes (CHANG et a, 2018;
HAN et al., 2015; WANG et al., 2018a). Pesquisas levaram a identificacdo de genes candidatos
que podem integrar os processos de estresse (CHENG et al., 2018). Além disso, 0s avancos
também levaram a melhor elucidagdo de como as vias de transducao de sinais mediadas por
fitormdnios desempenham um papel critico nas respostas ao estresse (BASU et al., 2016;
VERMA; RAVINDRAN; KUMAR, 2016).

Uma meta de todos esses estudos de respostas ao estresse é desenvolver culturas com
aumento da tolerancia as condicBes adversas. Como alternativa para melhorar a toleréncia ao
déficit hidrico, via interferéncia humana, existe o melhoramento classico e a engenharia
genética. As estratégias tradicionais de melhoramento incluem hibridacdes interespecificas ou
intergenéticas, mutacdes induzidas ou variacdo somaclonal de células e tecidos (AKPINAR;
BUDAK; STUART, 2013; JAIN et al., 2019). Nesse contexto, a engenharia genética, utilizando
técnicas de biotecnologia, ganha destaque pois dispde de estratégias moleculares que permitem
a planta tolerar por mais tempo a baixa disponibilidade de agua; além disso, realizam estudos
para caracterizar genes envolvidos em mecanismos especificos ou genes que regulam a
expressao de outros genes, a fim de promover repostas de defesa no nivel celular, resultado de
varias rotas metabdlicas simultaneas (CHANG et al.,, 2018; FAN et al., 2018;
GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008; LAWLOR, 2012; NEPOMUCENO et al., 2011).

2.2.3 Dinamica de carboidratos

Durante o dia a planta acumula sacarose e amido, como produtos finais da fotossintese.
A sacarose sintetizada no citosol a partir das trioses-fosfatos geradas nesse processo, pode ser
translocada para os tecidos-dreno, ou pode ser armazenada nas folhas temporariamente na
forma de amido (HARTMANN; TRUMBORE, 2016). O amido acumulado, chamado de amido
transitdrio, é remobilizado e exportado na forma de hexoses para o resto da planta durante a
noite, onde atua como substrato para a respiracdo celular e para as demais demandas
metabolicas (ZANELLA et al., 2016). Isso é comum a plantas herbaceas e lenhosas, entretanto,

em lenhosas as varia¢des no acumulo de amido sdo mais dependentes das condigdes ambientais
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e 0 armazenamento é mais regulado (PIPER; FAJARDO, 2016; HOCH, 2017; SALA;
WOODRUFF; MEINZER, 2012). O amido destaca-se como uma forma temporaria de reserva
de carbono, que, em situacdes de deficit hidrico passa a atuar na manutencéo do turgor celular,
ajudando a manter a turgidez e a integridade das células (DIETZE et al., 2014).

Durante o déficit hidrico, o acumulo e a distribui¢do de carboidratos é afetada, uma vez
que a fotossintese passa a ser prejudicada. Em condigdes severas, 0s principais carboidratos,
como amido, agucares redutores e agucares ndo-redutores sofrem mudancas no seu padrao de
distribuicdo (HARTMANN; TRUMBORE, 2016). Quando o potencial hidrico é reduzido, €
comum que solutos, como agucares sollveis, passem a se acumular nas células, onde atuam no
ajuste osmotico (BASU et al., 2016; HE et al, 2015). Entender como funciona a dindmica desses
compostos ajuda a compreender como funciona a alocacdo de recursos e a producdo de
biomassa vegetal (AUBRY et al., 2019).

Acucares redutores séo todos os carboidratos que possuem um grupo aldeido ou cetona
livre e por isso, sdo capazes de sofrer oxidacdo na presenca de agentes oxidantes e quando esta
em sua forma linear (SANTOS et al., 2017). No floema, os carboidratos sdo transportados na
forma de acUcares ndo-redutores, pois sao menos reativos, sendo a sacarose o agucar dominante
na seiva e 0 mais translocado (TAIZ et al., 2017). Por isso, a sacarose € tida como o soluto que
cria a forca motriz para a translocacao de todos os outros solutos no floema (EOM et al., 2015).
Dentre os agUcares redutores, a glicose e a frutose sdo os compostos principais, uma vez que
participam da sintese de varios compostos e estruturas vegetais (HARTMANN; TRUMBORE,
2016).

Em espécies lenhosas, estudos na distribuicdo de carboidratos ja foram realizados em
florestas naturais, visando entender como a disponibilidade desses compostos afeta a
sobrevivéncia das diferentes espécies (HAGEDORN et al., 2016; McDOWELL et al., 2008).
Entretanto, em mudas ou em florestas plantadas ainda existem muitos fatores que prejudicam o
entendimento dessa dindmica, 0 que torna o processo pouco compreendido nessas condicdes,
uma vez que as respostas mudam ao longo do desenvolvimento (GRANDA; CAMARERO,
2017; PIPER; FAJARDO; HOCH, 2017; HODECKER et al., 2018).

Para a quantificagdo dessas moléculas nos tecidos vegetais, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) é um dos métodos mais difundidos, entretanto, seu alto custo faz que a
dosagem dos carboidratos ainda seja feita com o0s métodos baseados em colorimetria
(GUSAKOV; KONDRATYEVA; SINITSYN, 2011; SANTOS et al., 2017).
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2.2.4 Alteragdes moleculares em plantas sob deficit hidrico

Visando tolerancia a condicGes de baixa disponibilidade de &gua e/ou seca, temos a
selecdo de genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese de osmoprotetores, como
proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), prolina e rafinose; sinalizacao de fosfolipidios;
ativacdo de rotas do cido abscisico; fechamento estomatico; enzimas antioxidantes e genes que
codificam fatores de transcricdo (CHEONG et al., 2002; DASGUPTA; DHARANISHANTHI;
2017; ESTRADA-MELDO et al., 2015; FANG; XIONG, 2015; LAXA et al., 2019; LIM et al.,
2015; MARTINS et al., 2018; NEPOMUCENO et al., 2011; WANG et al., 2018a; YAN et al.,
2019).

A identificacdo dos genes expressos em resposta ao déficit hidrico é realizada,
principalmente por andlises do transcriptoma da espécie (SEKI et al., 2003). Entretanto, 0s
padrdes de regulacdo da expressdo desses genes sdo complexos; alguns genes respondem ao
estresse hidrico rapidamente (genes de reposta precoce ou early-response genes), enquanto
outros sdo reprimidos ou induzidos lentamente (genes de resposta tardia ou delayed-response
genes) (CHEONG et al., 2002). A inducdo rapida ndo requer sintese de proteinas estruturais e
geralmente apresenta padrdo transiente de expressao. Esses genes normalmente sdo fatores de
transcricdo, que mais tarde, irdo ativar os genes de resposta tardia. Para genes responsivos ao
estresse, este padrdo (tardio) € mais comum pois apresenta expressao prolongada, o que
favorece a manutencdo do metabolismo vegetal nessas condi¢cbes (CHEONG et al., 2002; ZHU,
2002).

O avanco das pesquisas sobre as respostas vegetais ao déficit hidrico também levaram
a descoberta de varias vias de sinalizacdo, como MAPK, ABF/bZIP, CBF/DREB e WRKY,
que empregam fatores de transcricdo sensiveis ao estresse para modelar as respostas de defesa
a tensdes abioticas especificas (ABDEEN; SCHNELL; MIKI, 2010; CHOI et al., 2000; HE;
HE: DING, 2018; KIM, et al., 2018; WANG et al., 2016; YAN et al., 2019; ZHU et al., 2016).
Esses fatores de transcricdo atuam no controle da expressdo de genes responsivos ao ABA
(FUJITA et al., 2011).

2.2.5 Sinalizacdo induzida pelo &cido abscisico

O é&cido abscisico (ABA) é um fitormdnio conhecido por modular respostas ao estresse,
principalmente aquelas relacionadas a desidratacdo. A capacidade de se mover por longas

distdncias permite que o ABA sirva como mensageiro do déficit hidrico (WANI et al., 2016).
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Aumentos na sua biossintese nas raizes levam a redistribuicdo desse hormonio para a parte
aérea e 0 seu acumulo nas folhas, onde exerce papel na reducdo da perda de agua pela
transpiracdo sob condicgdes de estresse hidrico (BASU et al., 2016; DASZKOWSKA-GOLEC;
SZAREJKO, 2013).

Em resposta a escassez de agua, o ABA pode induzir respostas rapidas, como o
fechamento estomatico, ou respostas mais lentas, de acordo com a progressao do estresse, como
ativacdo de fatores de transcricdo e indugédo da expressdo de genes mediados por elementos de
resposta ao acido abscisico (ABRE’s) (CHOI et al., 2000; NEPOMUCENO et al., 2011). Além
dos fatores de transcricdo, a expressdo génica responsiva ao ABA também pode ser regulada
por cascatas de transducdo de sinais de proteinas quinase/fosfatase, por mensageiros
secundarios ou pela remodelacdo da cromatina, alterando o acesso e a liga¢do dos fatores de
transcricdo ao DNA (FUJITA et al., 2011; SOKOL et al., 2007). Essas vias interagem com
outras rotas hormonais e podem regular respostas como taxa de transpiracdo, crescimento
raiz/parte aérea, biossintese de antocianinas, osmorregulacdo e expressdo de enzimas
antioxidantes (HE; HE; DING, 2018).

Quanto as respostas moleculares, os vegetais podem ativar rotas dependentes ou
independentes de ABA (ZHU et al., 2002). Mesmo classificadas de maneira isolada, estas rotas
podem atuar em cooperac¢do e ambas estdo envolvidas na resposta ao déficit hidrico (FUJITA
etal., 2011).

Na via independente de ABA, foi identificada em Arabidopsis thaliana uma familia de
fator de transcricdo, conhecida como DREB (do inglés Dehydration Responsive Element
Binding protein). As proteinas DREB atuam no topo da cascata de eventos moleculares,
induzindo respostas de defesa contra a desidratagéo celular, alta salinidade e frio (AGARWAL
et al., 2006; LI et al., 2016). Em resposta ao déficit hidrico, o fator de transcricito DREB2A
ativa a expressdo de genes envolvidos neste estresse (LIU et al., 1998; MIZOI et al., 2013).
Genes homologos a essa familia ja foram identificados em varias espécies, com comprovada
eficiéncia na melhora das respostas ao déficit hidrico (BIHANI; CHAR; BHARGAVA, 2011,
CHEN etal., 2007; KIDOKORO et al., 2015; MARINHO et al., 2019; NASREEN; AMUDHA;
PANDEY, 2013; QIN et al., 2007; REIS et al., 2014; TORRES et al., 2019).

Na via dependente de ABA, é bem caracterizada a rota dependente de PYR/ PYL/RCAR
(HAO et al., 2011). Membros da superfamilia de proteinas PYR/PYL/RCAR séo conservados
nas plantas, localizadas no citosol ou no nucleo, e constituem a etapa inicial da rota central de
transducéo de sinal do ABA (CUTLER et al., 2010). Elas interagem com fosfatases de uma
maneira dependente do ABA para regular a atividade a jusante de proteinas serinas/treoninas
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quinase da familia Sucrose non-Fermenting Related Kinase2 (SnRK2) (HE; HE; DING, 2018).
Ao se acumular nas células que estdo sob déficit hidrico, o ABA se liga aos receptores PYR e
inibe a atividade das fosfatases. Quando a sinalizacdo do ABA diminui, as proteinas
fosforiladas sdo inativadas ou destruidas (DEJONGHE; OKAMOTO; CUTLER, 2018).

Alteracdes nos niveis enddgenos de ABA também estdo diretamente relacionadas com
0 aumento da expressdo de genes da familia NCED, onde cada membro desempenha funcdes
especificas relacionadas a resposta ao estresse, de acordo com a sua localizacdo dentro dos
plastidios (DEJONGHE; OKAMOTO; CUTLER, 2018). Entre os genes identificados, o
NCED3 apresenta expressdo diferenciada em condicGes de baixa disponibilidade hidrica
(ENDO et al., 2008; MARTINS et al., 2018; SU et al., 2011; WOO et al., 2011).

Em resposta ao déficit hidrico ocorre aumento na biossintese de ABA nos tecidos
foliares, processo que ocorre a partir de um intermediario do ciclo das xantofilas e € altamente
regulado pela atividade da enzima NCED (9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase) (ESTRADA-
MELO et al., 2015; NAMBARA; MARION-POLL, 2005). A sintese do ABA tem inicio
guando zeaxantina e anteraxantina sdo oxidadas a violaxantina, que sofre uma série de
modificacdes estruturais até formar 9-cis-epoxicarotenoide. A clivagem oxidativa desse
composto pela enzima NCED produz um intermediario de 15 carbonos, a xantoxina, que uma
vez exportada para o citosol, é convertida em ABA através de uma reacdo de duas etapas via
ABA-aldeido, em processo catalisados pela zeaxantina epoxidase (ZEP) (FIGURA 2)
(DEJONGHE; OKAMOTO; CUTLER, 2018; NAMBARA; MARION-POLL, 2005; XIONG;
ZHU, 2003).
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Figura 2 — Modelo demonstrando a biossintese do ABA.
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Legenda: A biossintese do ABA ocorre nos plastidios e no citosol. Genes sdo mostrados em italico,
enzimas biossintética sdo mostradas em circulos ovais pequenos e a etapa regulada pela enzima NCED
é demonstrada pela seta tracejada. Em situagdes de estresse abidtico, genes da biossintese de ABA sdo
ativados por uma cascata de transducéo de sinal dependente de calcio (Ca?"). Entre esses genes, o NCED
é fortemente regulado pelo estresse, de maneira positiva. ZEP = zeaxantina epoxidase; NCED = 9-cis-
epoxicarotenoide dioxigenase; AAO = ABA-aldeido oxidase; MCSU = MoCo sulfurase
(FINKELSTEIN, 2013; NAMBARA; MARION-POLL, 2005; XIONG; ZHU, 2003).

Fonte: XIONG; ZHU, 2003.

2.2.6 Avaliagéo das alterag6es moleculares

As tecnologias para analisar o perfil transcricional de células ou tecidos selecionados
permitem a analise de RNA’s mensageiros ¢ a analise da expressdo génica em larga escala
(NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006). Entre as técnicas disponiveis, a RT-gPCR (PCR
quantitativa em tempo real ou PCR de transcri¢éo reversa em tempo real) é a mais precisa para
quantificar niveis de expressdao de um determinado gene (LIU et al, 2014). Essa técnica &

baseada na emissdo de sinais de fluorescéncias, gerados por fluoréforos especificos para a fita
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dupla de DNA ou por primers marcados por fluorescéncia em regibes especificas. Os sinais
gerados sdo proporcionais a quantidade de produtos de PCR e o equipamento detecta 0 acimulo
do produto amplificado durante cada ciclo da reacdo (BUSTIN, 2002). Entre as vantagens dessa
tecnologia estdo a alta sensibilidade e especificidade e o fornecimento de dados rapidos e
reprodutiveis (CAl et al., 2018).

Nas reacOes de RT-gPCR, a deteccdo dos produtos da PCR pode ser feita com o uso do
SYBR Green® ou TagMAN® e as andlises dos diferentes niveis de expressdo de um mesmo
gene em diferentes cultivares, tecidos ou estadios de desenvolvimento, é feita por comparacéo
(quantificacdo relativa) (NOVAIS; ALVES, 2004). Para essas analises, é necessario utilizar um
gene normalizador, chamado de gene de referéncia, que deve ser um gene constitutivo e ndo
variar diante das fases de desenvolvimento ou das condices experimentais (LIU et al., 2014).

Para uma analise mais ampla e global do transcriptoma, podem ser utilizadas
ferramentas para o sequenciamento de RNA (RNA-seq). Esta técnica é utilizada para
quantificar e analisar sequéncias de RNA em uma amostra, usando sequenciamento de segunda
geracdo (NGS), com plataformas de sequenciamento de alto desempenho (HAN et al., 2015).
Ele analisa o transcriptoma dos padrdes de expressao génica codificados dentro do RNA,
gerando um grande volume de dados em pouco tempo (MARDIS, 2013; WANG et a, 2009).
Para 0 sequenciamento, enzimas de transcriptase reversa convertem fragmentos de RNA em
moléculas de cDNA (complementary Desoxyribonucleic Acid), que posteriormente, séo
fragmentadas, por processos fisicos ou quimicos, para a preparacdo das bibliotecas. As
bibliotecas também sdo construidas através do processo de ligacdo com os adaptadores e
amplificacdo dos fragmentos por diversos métodos, a depender da plataforma de
sequenciamento (HEREDIA; VAZQUEZ-POLETTI, 2016).

Entre as aplicacdes do RNA-seq, estdo investigar e descobrir o transcriptoma e o
conteddo celular total de RNAs; predizer quais genes estdo ativados em uma célula, qual o seu
nivel de expressdo e em quais momentos eles sdo ativados ou inativados; auxiliar na anotacdo
de genes codificantes de proteinas; detectar de RNA’s nao-codantes e polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs); quantificar alelos; descobrir rearranjos de transcritos e fazer
analises de splicing alternativo (CHANG et al., 2018; FERNANDEZ; TRONCOSO;
VAL.ENZUELA, 2015; HAN et al., 2015).

Em eucalipto, essas técnicas ja foram utilizadas para deteccdo de polimorfismos (SNP,
do inglés single nucleotide polymorphism) (NOVAES et al., 2008) e em estudos especificos da

influéncia do déficit hidrico na expressdo génica em E. camaldulensis, E. grandis, E. urophylla
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e em hibridos E. urophylla x E. grandis (CHENG et al., 2018; FAN et al., 2018; MARTINS et
al., 2018; THUMMA; SHARMA; SOUTHERTON, 2012; VILLAR et al., 2011).
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ARTIGO 1: Perfil transcriptdmico de Eucalyptus spp. em resposta ao déficit hidrico.

RESUMO

Eventos de seca, acompanhados de aumentos na temperatura média global, serdo os principais
limitantes da producéo agricola num futuro proximo. A fim de identificar mecanismos de
resposta e/ou tolerancia ao déficit hidrico em eucalipto, dois clones contrastantes foram
caracterizados em nivel transcricional, via RNA-seq. Os clones analisados foram VMO01 (E.
urophylla x E. camaldulensis) e VMO05 (E. urophylla). O objetivo foi identificar e caracterizar
genes, fatores de transcricao e vias regulatorias envolvidas nas respostas ao déficit hidrico, que
podem levar ao desenvolvimento da tolerancia e tem potencial para serem usados em programas
de melhoramento genético. Os dados do sequenciamento revelaram centenas de genes
diferencialmente expressos entre os clones e 0s tratamentos impostos e redes de correlacao de
fatores de transcricdo permitiram identificar familias responsivas ao déficit hidrico em
eucalipto. Entre as varias carateristicas vegetais moduladas por este estresse, algumas se
destacaram entre os clones, sendo a dindmica de ABA e o metabolismo do carbono as que
apresentaram maiores alteragdes. As diferencas observadas contribuiram para gerar e
caracterizar o transcriptoma dos clones e indicaram que eles apresentam respostas diferentes
frente ao estresse. Os genes identificados sdo potenciais candidatos para estudos futuros
envolvendo déficit hidrico e para uso em programas de melhoramento.

Palavras-chave: RNA-seq. Eucalipto. Seca.
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ABSTRACT

Drought events, accompanied by increases in global average temperature, will be the main
constraints on agricultural production in the near future. In order to identify response
mechanisms and/or tolerance to water deficit in eucalyptus, two contrasting clones were
characterized at transcriptional level via RNA-seq. The clones analyzed were VMO01 (E.
urophylla x E. camaldulensis) and VMO05 (E. urophylla). The objective was to identify and
characterize genes, transcription factors and regulatory pathways involved in water deficit
responses, which may lead to the development of tolerance and have the potential to be used in
breeding programs. Sequencing data revealed hundreds of differentially expressed genes
between clones and the imposed treatments and transcription factor correlation networks
allowed to identify families responsive to water deficit in eucalyptus. Among the various
vegetable characteristics modulated by this stress, some stood out among the clones, with ABA
dynamics and carbon metabolism showing the greatest alterations. The differences observed
contributed to generate and characterize the transcriptome of the clones and indicated that they
present different responses to stress. The identified genes are potential candidates for future
studies involving water deficit and for use in breeding programs.

Keywords: RNA-seq. Eucalyptus. Drought.
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INTRODUCAO

Diversos estresses bidticos e abidticos comprometem o crescimento e o0
desenvolvimento das plantas em varios niveis. Entre eles, o estresse causado pela escassez de
agua é o mais agravante, pois causa perdas de rendimento em plantagdes pelo mundo todo.
Além disso, eventos como seca e temperaturas extremas serdo cada vez mais comuns nos
préximos anos, agravando esse quadro (FAO, 2016). Por isso, € de extrema urgéncia
compreender como culturas tolerantes a baixa disponibilidade hidrica sobrevivem frente a essas
situacOes extremas e como seus mecanismos podem ser utilizados para beneficiar as demais
plantas (HE; HE; DING, 2018).

O eucalipto (Eucalyptus spp.) é a espécie florestal mais plantada no Brasil, com altos
niveis de produtividade, devido a sua adaptacao a diversas condi¢des climaticas e tipos de solo
(IBA, 2019; SCANAVACA JUNIOR; GARCIA, 2003). Essa espécie pertence ao género
Myrtaceae e compreende mais de 700 espécies e hidricos, com diferentes respostas frente
condicdes adversas, como a escassez de agua, e diferentes caracteristicas genémicas
(GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008; MYBURG et al., 2014).

Entre as respostas vegetais de sobrevivéncia ao déficit hidrico, existem aquelas mais
generalistas, como fechamento estomatico, producédo de espécies reativas de oxigénio, ativacdo
de cascatas de transducdo de sinais, alteraces no fluxo de ions e modificacdes na arquitetura
radicular (BASU et al., 2016; BERENGUER et al., 2018; LIM et al., 2015; OLLAS; DODD,
2016; WANG et al., 2018b; ZHANG et al., 2018); e aquelas mais especificas, como alteracdes
no padréo de expressdo génica, que variam entre espécies e até mesmo entre clones, justificando
os estudos para esclarecer as diferencas entre os individuos tolerantes e sensiveis. Estas
respostas estdo inter-relacionadas e sob controle de uma rede complexa, que envolve a ativacao
de genes e fatores de transcricdo e interacao entre fitormonios especificos (CHENG et al., 2018;
KIM et al., 2018; UMEZAWA et al., 2010; VERMA; RAVINDRAN; KUMAR, 2016;
SIMURA et al., 2018).

Para entender como essa rede molecular esta relacionada com as respostas ao déficit
hidrico, uma das ferramentas utilizadas é o sequenciamento do transcriptoma da espécie, via a
técnica de RNA-seq. Atualmente, esta abordagem apresenta baixo custo e oferece uma
estratégia para gerar perfis do transcriptoma com alta eficiéncia e velocidade, para a descoberta
de genes e para andlises de expressao génica in silico. Assim, genes com expressao diferencial
entre as amostras podem ser identificados e correlacionados com os fendtipos observados, via

bioinformética, em um processo que culmina com a formacdo de novas hipoteses sobre as
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alteracBes metabolicas frente a situacbes de estresse (FERNANDEZ; TRONCOSO;
VALENZUELA, 2015).

Em diversas espécies de plantas sob déficit hidrico foi observado, através do RNA-seq,
elevada associacgdo entre fatores de transcricao e diferentes vias metabolicas e correlacao direta
desses elementos com a progresséo do estresse e com a hora de coleta das amostras. (DUGAS
et al.,, 2011; GONG et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015; SPOKEVICIUS et al., 2017,
VINSON et al., 2018; WANG et al., 2018a).

Por isso, 0s objetivos deste estudo foram caracterizar o transcriptoma de dois clones
contrastantes de eucalipto e examinar a expressdo diferencial de genes em resposta ao déficit
hidrico e a reidratacdo, via analise de dados de RNA-seq. Os matérias avaliados foram os clones
VMOL1 (E. urophylla x E. camaldulensis) e VMO05 (E. urophylla), em guatro condic¢des hidricas
diferentes (plantas sempre irrigadas, plantas que passaram por trés e seis dias de déficit hidrico
e plantas irrigadas apds seis dias de déficit hidrico). Com isso, foi possivel determinar vias
regulatorias diferentes entre os dois materiais genéticos e identificar e correlacionar novos
genes envolvidos com respostas ao deficit hidrico, para possiveis usos em programas de

melhoramento genético.

MATERIAL E METODOS
Obtencéao das plantulas in vitro

O material vegetal foi clonado, visando reduzir a variagdo genotipica das plantas. Para
isso, plantas produzidas em viveiro dos clones VMO1 (E. urophylla x E. camaldulensis) e
VMO5 (E. urophylla) foram cedidas pela empresa Vallourec® e introduzidas in vitro, via apice
caulinar, no Laboratério Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

O processo de obtencdo das plantulas foi conduzido em condi¢fes controladas na sala
de crescimento. Os frascos com material vegetal foram mantidos durante todo o processo de
multiplicacdo, alongamento e enraizamento sob fotoperiodo de 16h/luz, temperatura de 26 + 1
°C e 30 J.sT.m™. Em todas as etapas da micropropagacio, o0 meio de cultura utilizado como
base foi 0 WPM ou Wood Plant Medium (LLOYD; McCOWN, 1981), suplementado com
diferentes fontes de carbono e concentragdes de reguladores de crescimento, com pH ajustado
para 5,7+0,1 e autoclavado a 120°C e 1 atm, por 20 minutos.

Plantas dos dois clones, ja estabelecidas in vitro, foram multiplicadas mensalmente em
meio WPM, suplementado com 20 g.L™ de sacarose; 4 g.L ™ de 4gar; 2,22 uM de BAP e 107,41
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uM de ANA. Apods a multiplicacdo do material vegetal, as brotagdes foram transferidas para
um novo meio WPM, suplementado com 20 g.L ! de sacarose; 4 g.L* de &gar; 4,44 uM de
BAP; 49,20 uM de AIB e 53,70 uM de ANA, para alongamento da parte aérea. Ap6s 30 dias
em meio de alongamento, a parte area foi separada das brotacGes e transferida para 0 meio de
enraizamento, onde ficaram por 31 dias, até atingirem o tamanho ideal para serem aclimatizadas
na casa de vegetacdo (temperatura maxima 28°C). Para essa transferéncia, o tamanho das
plantulas foi padronizado em 2,5 cm e 0 meio de enraizamento utilizado foi 0 2 WPM,
suplementado com 15 g.L%; de glicose; 4 g.L* de agar; 4,44 uM de BAP; 49,20 uM de AIB e
53,70 uM de ANA.

Aclimatizacao das plantas em casa de vegetacao

As plantulas que enraizaram in vitro foram transferidas para bandejas plasticas para
mudas (50 cm?), com fundo conico, contendo vermiculita. Para aclimatizacdo, as bandejas
foram mantidas cobertas com plastico transparente por 14 dias e as plantulas foram irrigadas
todos os dias. Apos o periodo de cobertura total (7 dias), o plastico foi aberto parcialmente,
todos os dias, para permissdo das trocas gasosas e as mudas continuaram sendo irrigadas
diariamente. Passados mais 7 dias, a cobertura foi totalmente removida e as plantas foram
mantidas nas bandejas até atingirem o tamanho ideal para transplantio. Durante o periodo em
que as plantas ficaram nas bandejas, elas foram adubadas com solucdo nutritiva de macro e
micronutrientes duas vezes por semana.

Plantas que sobreviveram ao processo de aclimatizacdo foram selecionadas, com base
no tamanho, e transplantadas para copos plasticos de 700 mL contendo 600 g de substrato
umido. O substrato utilizado foi coletado dentro do campus da UFLA, classificado com
latossolo vermelho distroférrico, apos analise e corre¢ao do solo, e seco totalmente na casa de
vegetacdo antes do uso. Para a transferéncia das plantas, o substrato foi colocado em copos
plasticos de 700 mL, pesado e molhado com 700 mL de 4gua. Apos a transferéncia, o substrato
foi molhado com mais 250 mL de &gua e as plantas foram adubadas com a mesma solugéo
usada nas plantulas da bandeja.

Ap0os 30 dias nos copos, com irrigacdo e adubacao periddicas (400 mL de dgua/dia), foi
feita nova selegéo das plantas para padronizagdo dos tamanhos e separac¢do dos clones em oito

tratamentos e quatro blocos.
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Estabelecimento do estresse

O experimento foi constituido por oito tratamentos, com 12 plantas por tratamento,

divididas em quatro blocos (TABELA 1.1). Ao total, foram utilizadas 96 plantas por clone.

Tabela 1.1 — Tratamentos e dias de estresse* impostos a cada clone.

TRATAMENTOS CONDICAO HIDRICA
CT (Controle) Sempre irrigado
T1 1 dia de estresse
T2 2 dias de estresse
T3 3 dias de estresse
T4 4 dias de estresse
T5 5 dias de estresse
T6 6 dias de estresse

o 6 dias de estresse seguido por 2 dias
RS (Resiliéncia) de irfigacs
e irrigacdo

* Como estresse, entende-se “dias sem agua”.

Antes da suspensédo da irrigacdo, todos os copos foram irrigados até a capacidade de
campo e pesados (peso inicial).
Analises e coleta do material vegetal

Apos os dias de déficit hidrico (TABELA 1.1), foram feitas as anélises e coletas listadas
na Tabela 1.2.



50

Tabela 1.2 — Analises e coletas realizadas em cada tratamento, para os dois clones*.

ANALISE

PLANTAS ANALISADAS

HORARIO DA
ANALISE/COLETA

Potencial hidrico

Trés plantas de cada tratamento,
sendo uma planta de cada bloco;
folha do 2° par de folhas
completamente expandidas

5 horas

Pesagem dos copos
(Peso final)

Todas as plantas de todos os

tratamentos

7 horas e 30 minutos

Analises fisiologicas
(taxa fotossintética,

Nove plantas de cada tratamento, dos

transpiracdo, carbono quatro blocos; folha do 2° par de 9 horas
interno, condutancia folhas completamente expandidas
estomatica)
Eficiéncia dos fotossistemas Mesmas plantas utilizadas para as 14 horas
na luz e no escuro analises fisioldgicas
Co_lgta d~e fOIh?S. Duas plantas de cada bloco; 3° par de
quantificacdo de acido X 18 horas
. folhas completamente expandidas
abscisico
Duas plantas de cada bloco; mesmas
Coleta de folhas para : i
NI plantas analisadas com o IRGA; folha
quantificacdo de o 18 horas
. do 2° par de folhas completamente
carboidratos .
expandidas
,C_:oleta de folha§ para Duas plantas de cada bloco; folhas
analises de expressdo génica i S 18 horas
usadas para as andlises fisioldgicas
e RNA-seq
Massa fresca e massa seca Mesmas plantas usadas para anélise 99 horas

do potencial hidrico

* Coletas e analises realizadas na casa de vegetagdo, com temperatura entre 25-28°C.

As folhas coletadas foram imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C até realizacdo das analises em laboratério (FIGURA 1.1). Para

determinacdo da massa fresca, a parte aérea das plantas foi excisada e pesada; em seguida,

seguiram para estufa de secagem a 65°C, onde foram novamente pesadas para determinagdo da

massa seca, apos atingirem peso constante.
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Figura 1.1 — Modelo representando as folhas coletadas para as analises em laboratorio.
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Fonte: Do autor (2019).

Todos os dados foram coletados em um Gnico dia, para todos os tratamentos, exceto
resiliéncia (RS). Plantas do tratamento RS foram reidratadas na mesma manha das coletas dos
demais tratamentos e apds 48 horas da irrigacdo, as plantas que sobreviveram passaram pelas

mesmas analises e coletas listadas na Tabela 1.2.

Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA total, selecionaram-se os tratamentos que apresentaram as
maiores diferencas nas analises de trocas gasosas, taxa de fotossintese (dados ndo mostrados) e
potencial hidrico e em observac@es visuais da murcha foliar. Tecido foliar das amostras de cada
bloco foram unidos em um pool para a extragdo do RNA com o Kit ReliaPrep RNA Tissue
Miniprep System (Promega®), segundo recomendacdes do fabricante.

A integridade do RNA extraido foi avaliada via eletroforese, em gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio e a qualidade foi analisada em espectrofotdmetro NanoDrop 1000

UV (Thermo Fisher Scientific®).

Sequenciamento do RNA

Para 0 sequenciamento das amostras, foi utilizada a plataforma Illumina e oito
bibliotecas de cDNA foram sintetizadas, correspondentes aos tratamentos CT (Sempre
irrigado), T3 (3 dias sem agua), T6 (6 dias sem agua) e RS (reidratado apos 6 dias sem agua),

sendo uma amostra para cada clone, VMO01 e VMO05.
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O sequenciamento foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Animal da Escola
Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" (ESALQ/USP), utilizando o sistema Illumina HiSeq
2500, modo pair end 2 x 100 pb.

Processamento dos dados

As leituras obtidas tiveram a qualidade verificada no software FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Em  seguida,  possiveis
contaminantes foram identificados nas amostras, através do software FastQScreen
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastq_screen/).

Para mapeamento foi utilizado como referéncia 0 genoma da espécie E. grandis
(MYBURG et al., 2014), disponivel na plataforma Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/),
através do software STAR (DOBIN et al., 2013), utilizando as configura¢fes padréo. Para
remocdo das duplicacdes, foi utilizada a ferramenta MarkDuplicate do software Picard
(https://broadinstitute.github.io/picard/).

De acordo com o total de reads (leituras), em TPM (transcritos por milh&o), os dados
foram normalizados pelo tamanho de cada biblioteca (WAGNER; KIN; LYNCH, 2012). Em
seguida, foi feita uma nova normalizacdo, de acordo com a distribuicdo dos reads, para evitar
gue genes com alta expressao, em relacdo aos demais, subestimassem a expressao dos demais
genes. Todas essas normalizacGes foram feitas com o pacote EdgeR (CHEN; LUN; SMYTH,
2016), do software R (https://bioinformatics-core-shared-training.github.io/RNAseq-R/).

As analises globais, feitas para fornecer um panorama geral das bibliotecas, também
foram feitas com o pacote EdgeR. O heatmap, para avaliacdo da expressdo génica relativa dos
100 genes mais expressos nas bibliotecas foi gerado na plataforma Heatmapper
(http://www.heatmapper.ca/expression/).

Anélise de genes diferencialmente expressos (GDE’s)

Os dados normalizados foram submetidos a analises estatisticas através do pacote
NOISeq (TARAZONA et al., 2015) do software R (LIM; LEE; KIM, 2017), onde uma
caracteristica foi considerada diferencialmente expressa quando a relagdo de log. entre duas
condicdes e o valor de diferenca entre as duas condi¢des correspondentes foram mais altas do
que o ruido (g =0,9). A distribuicdo de ruido foi obtida comparando todos os pares de repeticdes
dentro da mesma condicdo. Todas as imagens geradas pela distribui¢do dos genes foram obtidas

utilizando o mesmo software.
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Anélises de enriqguecimento funcional

A andlise de enriquecimento da ontologia genética (GO) foi baseada na ferramenta
disponivel no banco de dados BLAST2GO (CONESA; GOTZ, 2008), utilizando as
configurac@es padréo.

A construcéo da rede de correlacéo dos fatores de transcricao foi feita com uso dos genes
diferencialmente expressos (GDE’s), obtidos no NOISeq. Estes genes foram submetidos a
plataforma PlantTFDB v4.0 (Plant Transcription Factor Database)
(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/family.php?fam=bHLH), para identificacdo dos possiveis
fatores de transcri¢do. A rede foi construida atraves da ferramenta Cytoscape (SHANNON et
al., 2003). Com base no nimero de conex@es obtidas para cada fator de transcricdo, foi feita
uma nova rede de correlacdo com os 10 fatores de transcricdo que apresentaram maior nUmero
de conexdes (Top 10 betweenness), utilizando o pacote cytoHubba (CHIN et al., 2014) do
Cytoscape.

Para verificar a distribuicdo total dos genes, 24 caracteristicas, envolvidas com respostas
ao déficit hidrico e que tiveram mais genes associados, foram selecionadas, de acordo com seu
dominio conservado, disponivel no Phytozome. Os resultados foram plotados em graficos de
distribuicdo em barra, para cada uma das bibliotecas, utilizando o pacote NOISeq do software
R.

Devido a importancia do acido abscisico (ABA) nas respostas ao déficit hidrico, o perfil
de expressdo relativa dos genes regulatorios desse fitormonio foi gerado para condi¢Ges normais
(sem estresse) e para as condi¢bes de déficit hidrico impostas aos clones VMO0l e VMO05
(tratamentos). Os resultados foram expressos em heatmaps, que compararam genes da
biossintese, transporte e degradacdo de ABA. Para obtencéo do perfil de expressdo destes genes
em Eucalyptus foi utilizado o banco de dados publicos disponivel na plataforma Eucgenie.org
(https://eucgenie.org), com desenvolvimento do heatmap nas nove bibliotecas de E. grandis
disponiveis (E. grandis Tissues exAtlas). Para obtencdo dos heatmaps que mostravam a
expressdo dos genes selecionados nos tratamentos de deficit hidrico impostos, entre os clones
VMOL1 e VMO5, foram utilizados os valores de expressdo em TPM e a plataforma Heatmapper.
Os genes selecionados foram apenas aqueles relacionados aos processos de biossintese,
transporte e degradacdo de ABA e estavam entre 0s GDE’s obtidos do pacote NOISeq (topico
anterior).

Dois mapas metabolicos, envolvidos com a fotossintese, processo altamente afetado

pelo déficit hidrico, também foram construidos com base nos GDE’s. A determinacdo das
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enzimas envolvidas, em cada uma das rotas selecionadas, foi determinada através de

alinhamentos dos genes com o banco de dados KEGG (https://www.genome.jp/kegg/).

RESULTADOS
Aclimatizacao das plantulas obtidas in vitro

Quanto ao processo de micropropagacdo, ndo foi observada diferenca entre os clones
VMO1 e VMO05. Ambos multiplicaram, alongaram e enraizaram bem e em tempos similares
(FIGURA 1.2).

Figura 1.2 — Fotografia dos clones VMO01 e VMO05 em condigdes in vitro.

Legenda: (A, B) Clone VMO01 em meio de multiplicacdo e alongamento, respectivamente; (C, D) Clone
VMO05 em meio de multiplicagdo e alongamento, respectivamente.

Foto: Do autor (2018).

Para os dois clones, aproximadamente 87% das mini estacas obtidas no meio de
alongamento conseguiram enraizar; entretanto, o crescimento da parte aérea nao foi uniforme.
Na casa de vegetacdo, todas as plantas enraizadas foram transferidas para bandejas. Para
transplantio nos copos plésticos, foram selecionadas 120 plantas de cada clone, com base no
tamanho, visando obter a maior homogeneidade possivel no processo. Nessa etapa a taxa de



55

mortalidade foi aproximadamente 1% e 96 plantas de cada clone foram selecionadas e divididas
entre os tratamentos (FIGURA 1.3).

Figura 1.3 — Fotografia dos clones VMO01 e VMO05 divididos em quatro blocos, antes do inicio
do déficit hidrico.

Foto: Do autor (2018).

Estabelecimento do estresse e coleta de dados

Ap0s os dias de estresse e o periodo de reidratacdo do tratamento RS (TABELA 1.1),
os dados coletados foram analisados em planilhas do Microsoft Excel® e utilizados como
padrédo para escolha das amostras que seriam sequenciadas. Um dos parametros considerados
foi o potencial hidrico (GRAFICO 1.1). Com base nesses dados, foram selecionadas, para 0s
dois clones, amostras dos tratamentos CT (sempre irrigado), T3 (3 dias de estresse), T6 (6 dias
de estresse) e RS (6 dias de estresse + 2 dias de irrigacdo) para extracdo de RNA e posterior

sequenciamento.
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Gréfico 1.1 — Potencial hidrico foliar dos clones VMO01 e VMO05 ap6s imposicao dos tratamentos
de estresse.
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Legenda: CT (controle) = plantas irrigadas; T1 = 1 dia de estresse; T2 = 2 dias de estresse; T3 = 3 dias
de estresse; T4 = 4 dias de estresse; T5 = 5 dias de estresse; T6 = 6 dias de estresse; RS (resiliéncia) =
6 dias de estresse + 2 dias de irrigacdo. Potenciais hidricos entre -1,5 e -2,0 Mpa sdo considerados
indicativos de déficit hidrico para a maioria das culturas (TAIZ et al., 2017).

Os valores de potencial hidrico nos diferentes tratamentos ajudam a compreender o
status hidrico das plantas a medida que ocorre reducdo na disponibilidade de agua. Plantas dos
clones VMO01 e VMO05 sempre irrigadas (CT) e que ficaram até dois dias sem agua (T2) nao
alteraram seu potencial hidrico. A partir do terceiro dia de estresse (T3), esses valores
comecaram a reduzir em todas as plantas, sendo que esta queda é um pouco mais acentuada em
plantas do clone VMO1. Esse padrdo é invertido a partir do T4, quando o potencial hidrico do
clone VMO0L1 se mantém e o do clone VMO5 reduz pela metade, em relagdo ao tratamento T3.
A partir do quarto dia de déficit hidrico (T4) os valores voltam a cair para os dois clones, até o
ultimo dia de estresse (T6). Neste tratamento, o potencial hidrico das plantas VMO1 é menor
que nas plantas VMO05. Com a reidratacdo (RS), os valores voltam a serem similares para os
dois clones e mantém-se proximos aos valores de plantas que ndo passaram pelo déficit hidrico
(CT). Esses dados estdo de acordo com os demais dados fisioldgicos coletados (dados nédo
mostrados), onde as maiores variagdes entre os tratamentos comegam a ser observadas entre o
terceiro e o quarto dia de déficit hidrico (T3 e T4, respectivamente).

A escolha das amostras a serem sequenciadas também foi baseada na analise visual das

plantas, para comparar a fenologia das plantas com os dados obtidos (FIGURA 1.4).
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Figura 1.4 — Fotografias dos clones VMO0l e VMO05 apds a imposicdo dos tratamentos
selecionados.

Legenda: (A) VMOL1 CT; (B) VMO01 T3; (C) VMO01 T6; (D) VMO1 RS; (E) VMO5 CT; (F) VMO05 T3;
(G) VMO5 T6; (H) VMO5 RS. CT (controle) = plantas irrigadas; T3 = 3 dias de estresse; T6 = 6 dias de
estresse; RS (resiliéncia) = 6 dias de estresse + 2 dias de irrigagéo.

Fonte: Do autor (2018).

Obser